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Abstract Of EP034S242 

This invention is a recombinant DNA nnolecule for expression of HIV-1 gag precursor protein in eukaryotic 
cells which comprises the HIV-1 gag coding region and regulatory regions which allow for expression of 
the gag DNA when said DNA is used to transform eukaryotic host cells. Also described are methods for 
producting HIV-1 gag protein, method for producing a recombinant DNA molecule, and the HIV-1 gag 
protein product produced by host cells transformed with the recombinant DNA described in the instant 
application. 
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@ Expression de prot^ines gag de r6trovinis dans les cellules eucaryotes. 

@ La protSine prScurseur gag de retrovirus est exprim6e 
Sns des cellules eucaryotes par techniques d'ADN recombi- 
nant et employee pour induire une imnumoprotection cheiE les 
humains prdsentant ua risque d'exposltlon k HIV et pour 
diagnosttquer une exposition. 
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Description 



Domalne de rinventfon 



Cette Invention est relative a I'expression des prot6lnes dans tes cellules eucaryotes. Qle conceme plus 
particuliSrement Texpression de la prot6ine pr6curseur gag du virus de llmmunod^ficlence. 



Arri6re-plan de rinvention 

Les retrovirus. c*est-4-dlre les virus de la famine des Retrovlridae. sont une grande famllle de vims 
lcosoh6draux envelopp6s d'environ 150 nm pr6sentant une nucl6ocapside et dont le materiel g6n6tlque est de 
I'ARN. U famine comprend les oncovirus comme les virus du sarcome et de la leucSmie. les virus de 
i*immunod6ficience et les lentlvims. 

Le virus de la d6ficlence immunitaire humaine (HIV), I'agent 6tlologlque du syndrome de la d6flclence 
immunitaire acqulse (SIDA) et des d6sordres qui y sent apparent6s, est un membre de la famille des 
R6troviridae. II existe diff6rents Isoiats de HIV parmi lesquels le virus T-iymphotroplque humain de type 111 
(HTLV-III), le virus de la fymphad6nopathile (LAV) et les retrovirus assocles au SIDA (ARN) qui ont 6t6 groupes 
dans le type 1 . Les virus associes k la d6ficience Immunitaire comprennent HIV de type 2 dont Tassociation au 
SIDA en Afrique occIdentaJe a et6 r6cemment mise en Evidence. D'autres virus de la deficience Immunitaire 
comprennent les virus SIV (virus du singe) tels que SIVfnac-BK28. 

U caracterisation moleculalre du genome de HiV a d6montre que le virus poss^de la meme organisation 
gagpol-env globaJe que d'autres retrovirus. De plus, il contlent au moins 5 g6nes qui ne se retrouvent pas dans 
djautres retrovirus : sor, ta«. art/trs , 3*orf et R, U rfeglon gag encode au moins 3 proteines structurelles 
("core"), p17, p24 et p16 qui sont g6n6raes par clivage d'une proteine prScurseur gag de 55 kilodaltons par la 
protease de HIV. La protease est encodee par le gene pol. 

Des rapports recents ont montr6 que des anticorps aux proteines gag de HIV, p17, p24 et p16 sont presents 
dans les s6ra humains d'individus infect6s aux Etats-Unis d'Am6rique et en Europe et que les anticorps 
apparaissent rapldement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et & mesure que 
rindfvidu progresse vers le SIDA. 

U proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et al, Virology 156 :171 (1987) est 
bien positlonne pour dtre en contact 6trolt avec la prot6ine transmembranaire gp41 et la membrane virale. Elle 
pourralt egalement jouer un rdle dans les changement de conformation Impliqu6s dans le processus d*entree 
et de desenrobage du virus. De plus, on a d6montre que gag p17 a un N-tenminus myristyl6. La myristylation 
jouerait un role important dans I'assemblage du virion et dans la localisation de composants du virus k la 
membrane du plasma 

Malgre de gros efforts de recherche dans le domaine du SIDA. on continue d avoir besoln de reactifs de 
diagnostic qui peuvent etre utilises pour contrdler la progression de la maladie et d'agents qui peuvent 6viter 
une infection primaire, tels que via une immunisation et d'agents qui peuvent prevenir ou empecher une 
infection secondaire tels que par une transmission de cellule k cellule ou par infection du vims libre. 



Resume de I'invention 

Un aspect de cette invention est une molecule d'ADN recombinant pour I'expression de la proteine 
precurseur gag dans des cellules eucaryotes qui comprend une sequence codant nee de maniere operatoire 
a une region de regulation qui fonctionne dans la cellule h6te. 

Des aspects voislns de cette invention sont des cellules hdtes comprenant la mol6cule d'ADN recombinant 
et leurs cultures. 

D'autres aspects de cette invention sont la proteine precurseur gag produlte par les cellules hdtes de 
rinvention, y compris une particule comprenant la proteine precurseur gag semblable au "core" de HIV. 

D'autres aspects encore de cette invention sont un proc6d6 pour produlre la molecule d'ADN recombinant 
et la cellule hote de I'invention. un proc6de pour produire la proteine precurseur gag et les particules de 
rinvention ainst que les compositions et methodes qui s'y rattachent 

Ces aspects de rinvention et d'autres encore sont amplement decrits dans la description et les Exemples 
qui suivent. 



Description D6taiHee de rinvention 

II a maintenant 6te trouve que la proteine precurseur retrovirale gag peut etre exprimee dans des cellules 
eucaryotes recomblnantes et qu'une telle expression peut r6sulter en une production de Tentidrete de la 
proteine precurseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pol et sans I'usage de sequences 5' non traduites. 
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Comme exemples de telles cellules il y a les cellules d'eucaryotes infirieurs telles que les cellules de levure de 
molslssures et d*animaux. y compris les cellules d'insectes telles que les cellules de Drosophiles ou'de 
L6pidomtdres; les Iign6es cellulalres de manimlf6res; les cellules primaires de mammifdres et les insectes et 
animaux transgSniques. 

II a 6galement 6t6 trouv6, de maniere inattendue. que la prot6ine pr6curseur gag peut former des particules 
qui ressemblent, en grandeur et autres caracteristlques physiques et en antlg6nicit6. aux particules gag 
authentiques formSes & la surface des cellules humaines mfect6es. Durant un cycle d'infectlon rfetrovlrale 
naturelle. n apparait que la prot6ine pr6curseur gag. connue comme p55 dans le cas de HIV. est tout d'abord 
assembl6e en particules immatures comprenant de manifere pr6pond6rante la prot6ine gag dans son 
enti6ret6. Ces particules gag peuvent etre d6sign6es comme prfe-partlcules de "core" ou comme particules de 
noyau non matures. Pendant la maturation virale, le pr6curseur est cfivS en prot^ines sousunttaires connues 
dans le cas de HIV. comme p17. p24 et pl6. Ces particules gag, malntenant constitutes en majeure partie de 
p17. p24 et p16. peuvent §tre mentionn6es comme particules de "core" ou particules matures de "core- 
Pendant la maturation virale 6galement. apparemment pendant le processus de bourgeonnement la 
membrane virale se forme autour des particules du "prt-core" ou du "core". Comme le montrent les Exemples 
ci-aprds. le pr6curseur gag de HIV exprim§ dans des cellules recomblnantes de Lfepldoptdres en utilisant un 
systdme d'expression Baculovlrus forme en majeure partie des agregats ou des paquets sous forme de 
particules qui ont des propri6t6s physiques et biologlques et des dimensions similaires k celles du "core" des 
particules de HIV fonn6es naturellement k la surface des cellules humaines infect6es. Les particules de 
rinvention comprennent de manl^re pr§domlnante la proteine precurseur gag (plus de 90 <Vb des proteines 
pr6sentes dans les par f cules. Elles sont reconnues apr^s un bref traitement avec du Triton X100 par des 
anticorps monoclonaux (MABs) anti-p17, MABs antl-p24 et MABs antl-p16 en plus de leur reconnaissance par 
des anticorps polyclonaux anti-gag provenant de sera de patients infect^s. Les particules, parce qu'elles sont 
pr6par§es par techniques d'ADN recombinant comme decrit ici. sont d^pourvues des fonctions virales 
requises pour la maturation et la replication du virus, specialement de TARN viral et. de preference, egalement 
des fonctions de transcriptase inverse. 

Les cellules eucaryotes recombinantes de invention sont construites pour exprimer la prot6ine precurseur 
gag par introduction dans les cellules de la molecule d*ADN recombinant de I'inventlon. La molicule d'ADN 
recombinant de IMnvention comprend une region codant pour la proteine precurseur gag liee de manidre 
operatoire k un element de regulation qui f onctionne dans les cellules hotes choisies. Sous un aspect de cette 
invention, il a 6te trouve que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour Texpression de la proteine 
precurseur gag et pour la fonmation de la particule ressemblant au 'pre-core*. Les sequences d'ADN codant 
pour d'autres fonctions. p.ex. pour des fonctions d'ampliflcation, fonctions de marqueurs de selection ou de 
maintenance peuvent egalement etre associees a la molecule d'ADN recombinant de I'inventlon. 

Une region d'ADN codant pour la proteine precurseur gag peut etre preparee de n'importe lequel des 
differents clones genomiques d'isolat Infectieux du virus de I'immunite d6ficitaire rapportes dans la litterature 
Voir, par exemple Shaw et al.. Science 226 :1165 (1984); Kramer et al.. Science 231 :1580 (1986)! 
Altemativement. un clone g6nomique du virus de I'immunite deticltaire peut etre prepare de virus isoies de 
specimens clinlques par technique de clonage d'ADN standard. Voir, par exemple, Gallo et al.. Brevet 
4 520 113 des Etats-Unis d'Amerique; Montagnier et al.. Brevet 4 708 818 des Etats-Unis d'Amerique. Ayant 
clone un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag peut etre preparee par restriction de I'ADN de maniere a isoler une portion de la region 
codante de I'ADN et reconstruction des portions restantes par I'utillsation d'oiigonucl6otides synthetiques. 
comme decrit dans les Exemples ci-apres. Altennativement. un fragment plus important comprenant la region 
codante gag ou des sequences additionnelles peut etre coupe par rutilisation d'exonucieases. Dans un autre 
precede alternatif encore, Tentierete de la region codante peut etre synthetisee en utilisant des synthetiseurs 
d'ADN automatises standard par la synthese de fragments de la region codante et en les liant ensemble pour 
fomner une region codante complete. Bien que I'usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantes naturelles presentes en 5' et en 3'soit prefere, la fusion de la sequence codante k d'autres 
sequences du virus de I'immunite deficitaire, p.ex, sequences de la proteine du manteau. n'est pas ecartee 
des aspects preferes. 

A titre d'exemple, une region codant pour la proteine precurseur gag de HIV a la sequence suivante : 
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1 ATG GGT GCG AGA GCG TCA GTA TTA AGC GGG GGA GAA 36 
Met Gly Ala Arg Ala Sec Val Leu Sec Gly Gly Glu 

5 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Acg Trp Glu Lys lie Arg Leu Arg Pro Gly 

73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 108 
Gly Lys Lys Lys Tyc Lys Leu Lys His He Val Trp 

109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA GTT AAT CCT 144 
IS Ala Sec Acg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro 



145 GGC CTG TTA GAA AC A TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
Gly Leu Leu Glu The Sec Glu Gly Cys Arg Gin He 

20 

181 CTG GGA CAG CTA CAA CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Leu Gly Gin Leu Gin Pro Ser Leu Gin Thr Gly Ser 

25 

217 GAA GAA CTT AGA TCA TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 252 
Glu Glu Leu Acg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr 

30 253 CTC TAT TGT GTG CAT CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Leu Tyr Cys Val His Gin Arg He Glu He Lys Asp 

^ 289 ACC AAG GAA GCT TTA GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 

325 AAC AAA AGT AAC AAA AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 360 
40 Asn Lys Sec Lys Lys Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 



45 



361 GAC ACA GGA CAC AGC AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAG 396 
Asp Thr Gly His Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr 



397 CCT ATA GTG CAG AAC ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 
Pco He Val Gin Asn He Gin Gly Gin Met Val His 

50 

433 CAG GCC ATA TCA CCT AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 468 
Gin Ala He Sec Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val 

^ 467 AAA GTA GTA GAA GAG AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 
Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val 



^ 505 ATA CCC ATG TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr 

€5 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC ACA GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash The Met Leu Asn Thr Val Gly 

577 GGA CAT CAA GCA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 612 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr 

613 ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GAT AG A GTA CAT 648 
lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG 684 
Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro Gly Gin Met 

685 AG A GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 
Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp He Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Ser Thr Leu Gin Glu Gin He Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro He Pro Val Gly Glu Tie Tyr Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu 

937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 972 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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1405 GCC CCA CCA GAA GAG AGC TTC AGG TCT GGG GTA GAG 1440 
Ala Pro Pro Glu Glu Ser Phe Arg Sec Gly Val Glu 

5 1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG GAG GAG CCG ATA GAC 1476 
The Thr Thr Pro Pro Gin Lys Gin Glu Pro Tie Asp 

1477 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGA TCA CTC 1512 
Lys Glu Leu Tyr Pro Leu Thr Sec Leu Arg Ser Leu 

973 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA GCA 1008 
Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr He Leu Lys Ala 

1009 TTG GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAA ATG ATG ACA 1044 
Leu Gly Pro Ala Ala The Leu Glu Glu Met Met Thr 

1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1080 
Ala Cys Gin Gly Val Gly Pro Gly Gly His Lya Ala 

25 

1081 AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AGC CAA GTA ACA AAT 1116 
Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val Thr Asn 

30 1117 ACA GCT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
Thr Ala Thr He Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg 

^ 1153 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 1188 
Asn Gin Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 

1189 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC CCT 1224 
40 Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro 



45 



1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 
Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 



1261 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 1296 

His Gin Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn 

SO 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAG AAG GGA AGG 1332 

Phe Leu Gly Lys He Trp Pro Ser Tyr Lys Gly Arg 

55 1333 CCA GGG AAT TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1368 
Pro Gly Asb Phe Leu Gin Ser Arg Pro Glu Pro Thr 

^ 1369 GCC CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1404 
Ala Pro Pro Phe Leu Gin Ser Arg Pro Glu Pro Thr 

Un grand nombre de cellules eucaryotes et de systdmes d'expression sent disponibles pour Texpresslon de 
proteines h6t6rologues. Les plus largement utillsees parml eux sont les systemes de mammlferes. insectes et 
65 levures, blen que rinvention ne leur soft pas limitee. De manure typlque. ces systdmes emplolent une 
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molecule d*ADN recombinant comprenant une sequence codant pour le gSne !nt6ressant Ii6 de manlSre 
op^ratoire & un ^l^ment de regulation, un marqueur de selection et, dans certains cas, des fonctions de 
maintenance comme une origine de replication. Un 6l6ment de regulation est une region ou un ensemble de 
regions d*ADN qui comprend ies fonctions necessaires ou desirables pour la transcription et la traduction. De 
maniere typlque. la region de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 5 
Initiation de transcription. 

Parmi Ies cellules d'insectes qui peuvent etre utillsees dans invention II y a Ies cellules de Drosophiles et de 
Lepidoptdres. Pamrti Ies cellules de Drosophiles utiles il y a Ies cellules SI , S2. S3 et KC-0 et D. hydei . Voir, par 
exemple, Schneider et al., J. Embtyol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schulz et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
83:9428 (1986) ; Sinclair et al., Mol. Cell. Biol. 5 :3208 (1985). Les cellules de Drosophiles sont transfectees par 10 
techniques standard, y compiis la precipitation au phosphate de calcium, la fusion cellulaire, reiectroporation 
et la transfection virale. Les cellules sont cultlvees suivant les procedures de culture cellulaire standard dans 
une variete de milieux nitritlfs. y comprfs, p.ex., ie milieu M3 qui conslste en un ensemble d'acldes amines 
essentlels et de sels equQibres. Voir Undqulst, PIS 58 :163 (1982). 

Panml les promoteurs connus pour §tre utiles chez ies Drosophiles, ii y a ies promoteurs de cellules de w 
mammiferes aussi bien que les promoteurs de Drosophiles, ces demiers etant preferes. Comme exemples de 
promoteurs de Drosophiles utiles II y a le promoteur de metallothloneine de Drosophile, le promoteur de la 
proteine de choc themnlque 'heatshock* de 70 Idlodaltons (HSP70) et ie LTR COPIA. Voir, par exemple. Dl 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 80 :7095 '1983); McQany et al.. Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d*expression comprenant la sequence codant pour gag et un element de regulation peut etre clone 20 
dans un vecteur de donage bacterien dans le but de propager TADN avant la transfection des cellules 
animales. 

Dans les agents preferes de cette Invention, ie precurseur gag de HIV est exprlme dans des cellules de 
Lepidopteres pour produire des particules gag immunogeniques. Pour Texpresslon de la proteine precurseur 
gag dans des cellules de Lepidopteres, on pretere utiliser un systdme d'expression Baculovirus. Dans un tel 25 
systeme, une cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et Telement de regulation est 
placee dans un vecteur de clonage standard dans un but de propagation. Le vecteur recombinant est alors 
cotransfecte dans des cellules de Lepidopteres avec de TADN d*un type de Baculovirus sauvage. Les virus 
recombinants resultant de la recombinaison homologue sont alors seiectionnes et purifies sur plaque en 
substance comme decrit par Summers et al.. TAES Bull. NR 1555 , Mai, 1987. 30 

Parmi les cellules de Lepidopteres utiles, il y a les cellules de Trichloplusia ni , Spodoptera Frugiperda , 
Heliothls zea, Autographica calif omica , Rachiplusia ou , Gaileria melonelia , i^andica Sexta ou autres cellules 
qui peuvent etre Infectees par des Baculovirus, y comprts le virus de polyhedrose nucieaire (VPN), ies virus a 
nucieocapside unique (VNCU). Les Baculovirus preferes sont VPN ou VNCM parce qu'ils contiennent Ie 
promoteur du gene de polyhedrine qui est fortement exprime dans ies cellules infectees. Particuiierement 35 
exemplifie ci-apres est le virus VNCM de Autographica calrfomica (AcVNCM). Cependant, d'autres virus 
VNCM et VNCU peuvent egalement etre employes comme le virus du ver d sole. Bombyx mori . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfectes avec de I'ADN comprenant la cassette d'expression de Tinventlon et avec 
I'ADN d'un Baculovirus infectieux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut. Les 
cellules sont cultlvees suivant les techniques de culture cellulaire standard dans un bon nombre de milieux 40 
nitritlfs. y compris, par exemple, TC100 (GIbco Europe; Gardiner et al., J. Inverteb. Pathol 25 :363 (1975) 
additlonne de lOQfe de serum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al., dans Setiow et al. ed.. Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8. New York, Plenum, 1986. pages 277-298. 

1^ production dans les cellules d'insectes peut egalement etre effectuee par infection de ianres d*insectes. 
Par exemple, le precurseur peut etre produit dans des chenilles de Trichoplusta nl en continuant h donner 45 
comme nourriture le Baculovirus recombinant avec des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensuite le precurseur gag de Themolymphe apres environ 2 jours. 

Parmi les promoteurs utifisables dans les cellules de Lepidopteres il y a les promoteurs d'un genome de 
Baculovirus. I_e promoteur du gene de la polyhedrine est prefer6 parce que la proteine polyhedrine est 
naturellement sur-exprimee par rapport aux autres proteines de Baculovirus. On prefere le promoteur du gene 50 
de polyhedrine du virus AcVNCM. Voir Summers et al., TAES Bull. Nr 1555 . Mai 1987; Smith et af., 
EP-A-127839. Smitii et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour Texpression dans des cellules de mammiferes, la cassette d'expression est, de la m§me maniere, 
donee dans un vecteur de clonage et alors utilisee pour transfecter les cellules de mammiferes. Le vecteur 
comprend, de preference, des fonctions ADN additionnelles pour la selection et/ou ramplification, p.ex. une 55 
cassette de resistance a la neomycine pour selection G 418. D'autres fonctions, telles que pour 
I'augmentation de la transcription peuvent egalement etre employees. D'autres fonctions encore peuvent etre 
comprises dans le vecteur pour une stabilite de la maintenance episomale, si on le desire, telles que les 
fonctions de maintenance du vims du paptllome bovin. Le vecteur cellulaire de mammlfere peut egalement etre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir, p.ex., Paoletti et al., eo 
brevet 4-603 112 des Etats-Unis d'Amerique; Paoletti et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles il y a les cellules de I'ovaire de hamster chlnois (CHO). 
NIH3T3, COS-7. CVI, du myeiome de la souris ou du rat. HAK, Vero, HeLa, les cellules diploTdes humaines, ~ 
comme MRC-5 et WI38 ou ies lignees cellulaires du lymphone du poulet. La transfection et la culture cellulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans Ies cellules de mammlfdres peut egalement dtre 65 
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effectu6e par expression dans des animaux transg6niques. Par exempte, le prdcurseur gag peut dtre exprim6 
en utiltsant un promoteur de cas^ine at purifid k partir de lait. 

Parmi les promoteurs utiles dans les llgn^es ceHulaires de mammif^res ou les cellules prinnaires de 
mammiferes il y a (es promoteurs de g6nes Inrtiaux et tardifs. le promoteur de la metaIlothion6lne. les LTR 
5 viraux comme le LTR du sarcome de Rous, le LTR du virus du sarcome de Moloney ou le LTR du virus de la 
tumeur mammaire de la souris (VTMS) ou le promoteur tardif principal de I'adinovirus et les promoteurs 
hybrides comme un virus hybrlde BK et le promoteur tardif principal d'adenovirus. La r6gion de r^gufation peut 
6galement comprendre des fonctlons en aval, comme des fonctlons pour l*ad6nylatlon ou d'autres fonctions, 
comme des sequences pour amplifier la transcription. 

10 Parmi les levures qui peuvent §tre employ6es dans la mise en pratique de ilnventlon il y a celles des genres 
Hansenula, Pichla. Kluveromyces , Schizosaccharomyces, Candida et Saccharomyces, U levure hdte pr6f6r6e 
®st Saccharomyces cerevislae . Parmi les promoteurs utiles, il y a le promoteur inductible de cuivre (CUPI), 
les promoteurs de gdnes glycolytiques, p.ex. TDH3. PGK et ADH, et les promoteurs PH05 et ARG3. Voir, par 
exemple. Miyanohara et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 :1 (1983), l^elloret al. Gene 24 :1 (1983); Hitzemann et 

15 aJ.. Science 219 :620 (1983); Cabezon et al. Proc, Natl. Acad. Sci. USA 81 :6594 (1984). 

Dans le cas de particules de prot6lne prfecurseur gag produltes suivant cette invention, il est entendu que. 
bien qu'on pr6fdre des particules comprenant le pr^curseur gag, on peut 6galement preparer des particules 
contenant des d6r1v6s du pr6curseur gag natlf. Par exemple, un ou plusieurs nucleotides ou acldes amines 
indiqu^s dans la sequence ci-dessus peuvent etre suppr1m§s, substitues ou ajout^s sans affecter 

20 d6tavorablement de mani^re sensible la r6activite immunog§nique crois§e avec mes Epitopes gag 
authentiques. En d'autres termes. de tels derives peuvent etre immunologlquement similaires a des particules 
gag authentiques. De tels derives, bien qu'ils puissent comprendre des acides amines provenant d'autres 
regions, y compris des regions immunogeniques du g6nome de HIV, n'encodent pas d'autres fonctions de 
HIV. comme la fonction protease de la region pol ou la fonction transcriptase inverse. De plus, de tels derives 

25 retiennent la facult6 de former des particules en culture de cellules d'insectes comme il est decrit Ici. Dans ce 
cas, II est a la port6e de I'homme du m6tier de preparer des particules gag qui comprennent des prot6ines 
hybrides ayant un ou plusieurs Epitopes suppldmentaires aux epitopes gag. De tels epitopes supplementaires 
peuvent etre d'origine HIV ou derives d'autres organismes pathogdnes. p.ex. virus de Thdpatlte B ou virus de 
I'herpes. 

30 La proteine pr^curseur gag est exprimee dans la forme liee a la membrane (particules et amas de particules 
enrobees de membranes). Elle est isol6e du milieu conditionnd par techniques standard d'isolement et 
purification des protelnes. On peut ajouter des d6tergents afin de Iib6rer la prot6lne du materiel mem branaire 
de la cellule. Apres traitement avec un detergent, p.ex. du Triton X100, un Tween ou du sulfate de dodfecyl 
sodium (SOS), la proteine ou les particules peuvent §tre purifiees par une s6rie d'6tapes d'ultrafiltration. 

35 6tapes d'ultracentrifugation, prfeclpitation selective avec, p.ex. du sulfate d'ammonium ou PEG. gradient de 
densite. centrifugation dans CsCI ou gradient de saccharose et/ou stades chromatographiques comme 
chromatographie d'affinite, chromatographie d'lmmunoaffinite. HPLC, HPLC en phase invers^e. ^change 
cationique ou anionique, chromatographie d'excluslon de dimension et focallsation isoelectrique preparative. 
Pendant ou apres purification, la proteine ou les particules peuvent etre traitees p.ex. avec du formaldehyde, 

40 du glutaraldehyde ou du NAE pour augmenter la stabllite ou I'immunogenicite. A la vue de la decouverte 
d^crite ici que le prScurseur gag peut former des particules immunogdnes en absence d'autres fonctlons 
virales, on crolt que, lorsque le precurseur gag est exprime et purifie sous forme non-partlculaire. 11 peut 
causer la fonmation de particules in vitro, comme il a ete montr6 que c'est le cas pour Tantigene de surface de 
I'hepatite B aprds expression dans la levure. Voir. p.ex.. EP-A-135435. De telles particules de prot6ine 

45 precurseur gag sont comprises dans la port6e de cette invention. 

La proteine precurseur gag de HIV et les particules produites suivant cette invention sont utiles comme 
agents de diagnostic pour la detection d'une exposition a HIV. La proteine et les particules sont 6galement 
utiles dans des vaccina pour la prevention de Pinfection ou pour I'inhibltion ou la prevention d'une progression 
de la maladie. 

50 Les exemples qui suivent sont illustratifs mais non Hmitatifs de I'inventlon. Les enzymes de restric tion et 
autres agents ont ete utilises en substance en suivant les instructions des vendeurs. 



Exemples 

55 

Exemple 1. Construction du Vecteur 

pRIT12982 (DT 12-16) est un vecteur qui comprend une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la region N-tenninale de la proteine pr6curseur gag. II a ete prepare par ligation d'un fragment Clal-Bgni de la 
eo region codant pour la proteine pr6curseur gag d6rivee d'un clone genomlque de HIV (Shaw et al. Science 
^:1165 (1984) avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence codante N-termtnale de la proteine 
precurseur gag. ^oligonucleotide a la sequence : 



$5 
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5' C ATG GOT GCT AGA GCT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3* 
CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol Clal 

5 

pRm2983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terniinale de la 
prot6ine pr^curseur gag. II a et6 pr6par6 par ligation d*un fragment Bglli>Maelll de la r^lon codant pour le 
pr6curseur gag d6riv6e d'un clone gSnomique de HIV avec un oligonucleotide synth^tique ayant la sequence 
codante C-termlnale de la prot^lne pr6curseur gag. L'ollgonudeotide a la sequence : io 



STOP 

G RCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3* 
TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol 



75 



20 



Le fragment BamHI(Ncol)-6g1 II de 1305 paires de bases (pb) a ^t6 116 au fragment Bglll-TAA>BamHI-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUC12 qui avait ete prealablement coup6 avec BamHI et Sail. Le 
plasmide resultant, identifie comme pRtT13001 contlent par consequent Tentl^ret^ de ia region codant pour la 
proteine pr^curseur gag sur une cassette BamHI (Ncol)-Bam}HI. 

Un vecteur d'expression de baculovirus a ete prepare en inserant le fragment BamHI provenant de 25 
pRiT13001 au site BamHI de pAC373. Voir Smith et al., Proa Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un gdne de polyhedrlne modifi6 dans lequel un gdne 
etranger peut dtre clon§ & un site BamHI et exprime sous le controle du fort promoteur de la polyh^drine. Voir 
Summers et a!., Texas Agricultural Exp. Station Bulletin NR 1555 (Mai 1987). Un derive du plasmide pAC373 
ayant une petite d6l6tion loin en amont du promoteur de la potyh^drine a 6galement 6t6 utilise comme vecteur 30 
d*expression. La I6g6re modification ne s'est pas av6r6e affecter in vitro I'expression ou le ddveloppement du 
virus recombinant. L*insertion de la sequence codant pour gag dans te vecteur de Baculovirus a eu pour 
resultat le plasmide pRm3003. 

Un vecteur d'expression de cellule de mammifere a ete pr6pari par ligation du fragment BamHI de 
pRITISOOl en aval du promoteur tardif de SV40 dans pSV629 (Gheysen et aJ., J. Mol. AppL Genet 1 :384 (1982). 35 
Ce vecteur est identifIS comme pRm3002. 

Un vecteur d'expression de levure a 6t6 prepare comme suit Un fragment Ncol-Bglll a et6 Isole de 
pRIT12982 et ins6r6 dans un plasmide de levure en aval du promoteur ARG3 (voir Cabezon et ai., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 81 :6594 (1984) pour donner nalssance au vecteur pRrn2984 (DT14-20). La portion C-tenninale 
de la prot6ine pr6curseur gag a et6 isol6e de pRm2983 sous forme d'un fragment Bglil-BamHI et a 6td insure 40 
au site Bglll de pRm2984 pour donner le vecteur de levure pRm2985 (DT16-26). pRrri2985 comprend done 
une sequence codant pour rentidret6 du pr6curseur gag, depourvue d*autres sequences de HIV. Ii6e de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, il comprend les fonctions de replication provenant du 
vecteur de 2 microns de la levure et le gene URA3 comme marqueur de selection. 

45 

Exemple 2. Expression dans les ceiiuies d'insectes. 

Des Baculovirus recombinants transfectes avec pRrn3003 ont ete prepares en substance comme d6crtt 
par Summers et al.. TAES Bull. NR 1555 , Mai 1987. cite plus haut. 

Des cellules de Spodoptera frugiperda (s.t) ont 6te co-transfect6es avec respectivement 1 |ig de 
Baculovirus AC VNGM de type sauvage (ts) et 50 de plasmide pRm3003. Les particules de virus so. 
r^sultantes ont 6te obtenues en recueillant les sumageants. Les milieux contenant les virus ont ete utilises 
pour infecter des cellules de S.f. dans un test sur plaque. Une infection subsSquente de cellules de S.f. en 
utilisant les particules virales qui comprennent a lafois de TADN de AcNPV et de TADN recombin6 avec I'ADN 
encodant la proteine precurseur gag p55 a donne des cellules exprimant la proteine gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrine. 55 

Les 'plaques claires" (frequence 0.1 - 0.01 <Vb) obtenues dans I'essai sur plaque ont ensutte ete cribl^es par 
hybridation sur flltre avec une sonde sp6clfique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient k la sonde gag ont 6t6 
enregistrees et ensulte purifiees (sur plaque) (2-3 fois) avant de genSrer un stock de virus; le stock de virus a 
ak)rs ete teste par ELISA. Des cellules de S.f. ont alors ete infectees avec ces stocks de virus contenant du 
gag recombinant & un facteur de multlpllcite d'Infection (FMl) de 1-10 at, aprds 24 hres, 48hres, 3 jours et 5 60 
jours, des allquo tes de milieu condltlonne (sumageant) et/ou de cellules ont ete traitees avec du Triton X100 
jusqu'e concentration finale de 1 <Vo et testees. 

La proteine precurseur gag synthetlsee dans les cellules d'Insecte infectees a ete observee dans des 
"Western blots" en utiiisant des anticorps polyclonaux p55 ou de {'antiserum provenant d*un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande predominante k un poids moieculaire (PM) de 54 kilodaltons (kd) a ete observee avec 65 
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tous les sera testes et avec las antis6ra polycionaux de p55. Una bande k un PM de 54 kd a 6galement 6t6 
dStectSe en testant du milieu conditionn6 aprSs 48 heures, 3 jours et 5 Jours. Des bandes a un PM de 49 kd et 
& un PM de 47 kd (mineure) et une bande k un PM de 30 kd ont pu 6galement etre detectee lors de {'analyse 
des extraits cellutaires. Cette deml&re bande avec un PM de 30 kd n'est d6tect6e qu'avec les anticorps 
5 polycionaux de p55 et pas avec le s6rum de personnes infect6es par le SID A. II a 6te observ6 que au molns 10 
fols plus d**6pitopes p55" 6taient exprimfis dans les cellules de S.f. que dans des cellules Molt Infect6es avec 
HIV (Molt/HTLV-III) et environ 80 fois plus d"§pltopes' p55 6taient pr6sents dans le milieu cond'rtionne de 
cellules de S.f. infectees avec un virus k gag recombinant que dans le milieu conditionn6 de cellules 
Molt/HTLV-III. 

10 Dans rexperimentation d'un second essal, I'ultracentrifugation (100.000 x g. 1 hre) des milieux condltionn6s 
(2 ml A 200 ml) de 48 heures. 3 jours et 5 jours a fourni un petit culot qui a 6t6 analyst sur gels de SDS et qui a 
6galement 6t6 analyst par Immuno-transfert. Une bande k un PM de 55 kd a 6t6 reconnue avec des anticorps 
sp6clfiques centre p17. p24 et p55. On n'a pu detecter que de tr6s faibles quantit6s de produit d6grad6 k un 
PM 49-56. Sur gels telnt6s de Coomassie, on a pu voir une bande a 55 kd qui 6tait pure a 20-80 o/o. Cette bande 

ts con-espondait k celle observ6e sur T'lmmunoblot' et 6tait reconnue par des anticorps ant! polypeptides p17, 
p24 et p55. 

Dans rexperimentation d'un troisieme essai. la centrifugation ( 1ml) des milieux conditionnSs de 48 
heures. 3 jours et 5 jours, dans une microfuge k 12000 tpm pendant 5 it 20 minutes, a produit une bande sur 
gels de SDS k un PM de 55 kd qui §tait caracteristique pour le prdcurseur gag p55 de HIV comme rkv^lk par 
20 des anticorps centre les polypeptides pi 7. p24 et p55 par comparaison avec la bande 455 kd du lysat cellulaire 
de HIV (Molt/HTLV-III). 

Dans rexperimentation d'un quatrlSme essal, des milieux conditlonn^s de 3 Jours et de 5 Jours (150 ml i 1 
litre, contenant 1 \ig/m\ d'aprotinlne qui avait ktk ajout^e 24 heures aprds Infection et Sgalement au moment 
de la r6cotte) ont ete tralt^s d'abord par addition de Tween 20 Jusqu'4 une concentration finale de 0.01 <Vb. On y 

25 a alors ajoutS une solution de polyethylene glycol, PM 6 kd, (PEGGOOO) (40 Wo p/v dans NaCI 2M) jusqu'a 
concentration finale delO Vo ou 5 Vo. Apr6s 4 heures k 0** C, de preference, apr^s une nuit a 4* C, ce pr6clplt6 
a 6t6 centrifug6 k 5000 tpm pendant 10 minutes k 4** C. Les granules de PEG ont alors 6t6 repris dans 200 |il 
jusqu'4 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Ftow Laboratories, 18-102-54) contenant 0,1 o/o de Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 PA) - 60 o/o dans du tampon HBS, 0.1 Wo de Tween 20 a 4* 0 

30 contenant 10 )il d'aprotinine, Sigma Chemical Co.. St. Louis, Missouri, USA) pendant environ 35minutes a 
50.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman Instruments, Fullerton. Califomia. USA) d 4° C ou 
pendant 18 heures environ k 25000 tpm dans un rotor Beckman SW41 k 4° C. On a recueilli des frac tions de, 
respectivement, 0.2 k 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 P/o de saccharose; ces fractions ont 6t6 congel6es k 
-20° C et testees soft avec une prise d'antigene specifique pour test EUSA comme de I'antiserum blotinyl6 

35 -24/lg SIDA ou antiserum SIDA/lg de noyau de POD (HIV-1 anticore EIA. AbboXt Laboratories). Un pte OD 
ELISA a 6t6 d6tect6, montrant que. sur gradients de saccharose, la prot6ine gag p55 migrait sous forme de 
particules ou de "structures agglomerees". Les fraction des pics et les fractions voisines ont ete 
immunotransfdrees et revelees avec des anticorps pi 7, p24 ou p55. Une bande principale a PM de 55 kd dans 
les gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondant a la proteine precurseur gag p65 par comparaison 

40 avec un extrait de cellules MoltHlLV-llI preparees, en substance, comme decrit plus haut. 

Dans rexperimentation d'un clnqul^me essai, un pr§cipite obtenu avec 5 o/o de PEG6000 a 6te prepare, en 
substance, comme decrit pour rexperimentation d'un quatrieme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
S.f. qui avait 616 connfectee avec le Baculovirus recombinant contenant le pr§curseur gag et avec un 
Baculovirus qui exprimait la prot6ine de manteau de HIV k un FMI de.3 k 5. Les granule de PEGGOOO ont 6t6 

45 repris dans 200 |xl de tampon HBS contenant 0,1 o>b de Tween 20. Aprds centrffugatton k 15000 x g pendant 1 
min.. le sumageant a 6t6 m6lang6 4 1 1 ,5 ml d'une solution de CsC1 1 ,5 M (0.3 volume de tampon HBS. lOmM de 
Tris-HCI (pH 8,0). de tetraacetate d'6thyienedlamine (EDTA) 1 mM, de Tween 20 A 0.1 <Vb et 10 jig/ml 
d'aprotinine, Cette suspension a 6t6 centrlfugee dans un rotor Beckman 50n pendant environ 72 hres k 44.000 
tpm kW. Des fractions de 300 chacune ont ete recuelllies, congeiees k -20° C testees avec une prise 

SO d'antigene specifique pour test EUSA (HIV anti core EIA). Des bandes k des denslt6s d'environ 1,28 et 1 ,20 
g/cm3 ont ete notees, la particule ressemblant au "core" ayant apparemment une densite de 1^28 g/cm^. 

La microscopie etectronique a confirme la presence de particules ressemblant au "pre-core" (et core) dans 
le milieu Condttionne. La microscopie eiectronique k balayage a revele des particules qui, apparemment, 
bourgeonnaient k la surface des cellules. La microscopie eiectronique par transmission immuno-or a revei6 

55 des particules qui 6taient reconnues par les anticorps p24 et p55. De mSme, les epitopes pi 7, p24 et p55 
etaient reconnues par marquage "immuno-or" apres un court traltement de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparattons pour microscopie eiectronique. Les particules etaient approximativement 
spheriques avec un diametre d'envlron 100 - 150 nm. Les particules manlfestent des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paralssent avoir la majorite des 

60 epitopes p17, p24 et p55 a la surface Interne des particules. 

C'est pourquol cet exemple d6montre I'expression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au "pre-core" (et ressemblant au "core") de HIV comprenant la proteine precurseur 
gag du virus de I'lmmunlte deficitaire. Les particules comprennent de maniere preponderante (plus de SO^Vb du 
contenu proteinique total) I'entierete de la proteine precurseur gag et sont f ormees en absence de sequences 

65 d*ADN d'origine virale autres que la sequence du precurseur gag et. dds lors. en absence d*autres fonctlons 
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viraies comme la protease et la transcriptase inverse du retrovirus. 

Pour dfimontrer que la prot^lne prtcurseur gag de HIV produlte dans des cellules de S.f . est efficacement 
myris1yl6e. 3 x 10« cellules dans un flaoon F de 25 cm^ ont 6t6 marqu6es d 48 heures post Infection avec 500 
jia d'aclde myristlque NET-830 (Dupont, Wflmlngton, Delaware. USA) pendant 18 heures apr6s avoir ete 
infect6es avec des baculovlms contenant gag p65 a un faoteur de multipllclt6 d'infectlon (FMI) de 5. 5 
Subs6quemment te milieu condftionne et ies cellules ont 6t6 trait§s s§par§ment pour effectuer un 'Western 
blot" et une radioautographie sur gel de SDS. Le milieu conditionn6 montraJt une bande principale d 55 kd qui a 
6galement ^Xk reconnue comme pr6curseur gag dans Ies "western blots" comme Tont revile des anticorps 
centre p17. p24 et p55. Deux autres bandes marqu6es moins Importantes ont 6t6 detect6es 4 des PM de 
49-46-47 kd et ont dte reconnues sp6cifiquement par le mfime groupe d'antlcorps {p17. p24, p55) dans le io 
"western btot". Des lysats cellulalres pr§par§s dans du Triton X100 k^WoeX congel6s a -20° C ont montre 
respectivement par radioautographie du gel de Laemli ^ 12,5 <Vb et "western blot" une bande i 55 kd (et une 
bande mineure ^ 58 kd qui, apparemment. correspondait k un changement du phase de traduction, comme 
d6crit pour te genome gag du virus retroviral HIV-1 et des bandes plus marques a des PM 49-47-46 et des 
produits de degradation k des PM de 30-27 kd et ces demieres bandes n'6talent pas radloactives (ne is 
contenant pas d*ackle myristlque). 

Example 3. Expression dans ies cellules de mammiferes 

Le piasmide pRnri3002 a 6t6 Introduit. pour la technique de co-precipitation au phosphate de calcium 
(Wigler et al.. Ceil 16 :777 (1979), dans des cellules CosI et CV1. A 48 hres et 110 hres apres infection ies 20 
cellules et le milieu de culture ont et6 testes en utiilsant un EUSA sp6cifique pour I'expression de Tantigene 
gag. Des extralts cellulaires {IQS cellules) ont ete ajust6s 4 une concentration de 1 o/o en Tri ton X100 ou 0.6 <Vq 
DOC-NP40. fantigene p55 a ete detecte par EUSA. Impllquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
contre p17. p24 ou p55 ou en utiilsant ie test RIA de Dupont (NEK-040) impiiquant une competition avec le 
peptide p24 purifi6. Les niveaux d'expression obtenus etaient entre 4 et 10 ng/ml comme le montre le test RIA 25 
de Dupont de p24. 

Exemple 4. Expression dans des cellules de levure 

Le piasmide pRIT12985 a et6 Introduit dans la souche 02276b (uraS" durO^ rod") de S. cerevisiae . Les 
antigdnes p55 ont ete detect6s dans des extraits de levure (cellules en phase iog-moyenne, brisees en so 
utflisant des billes de verre ou de la zymolyase. Le pr6curseur gagp55 a et6 detecte en utilisant les tests EUSA 
impiiquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre le peptide p24 ou en utilisant le test radloimmun 
(RIA) de Dupont impiiquant une competition avec le peptide p24 purifi6. 

La protelne p55 synthetisee dans S. cerevisiae a 6te observee dans des "Western blots' en utilisant des 
anticorps monoclonaux specifiques pour p17 ou p24 et elle avait un poids moleculaire similaire a celui de 35 
I'antigene p55 obtenu de cellules infect6es par HIV. 

Lorsque des extraits cellulaires ont ete obtenus en absence de detergents, une fraction importante de 
I'antigene 6tait retenu dans le culot apres centrifugatlon. Cette fraction d'antigene a ete largement recuperee 
en utilisant du Triton X100. L'utilisation de detergents pendant ou apres extraction augmentait I'antigenlcite 
comme Pont montre les RIA. Par marquage avec de Pacide myristique tritie. le precurseur gag produit dans la 40 
levure s'est reveie myristyie et. apparemment, II etait associe avec la membrane plasmatique de la cellule, 
comme le montre I'observation de coupes de ievures au le microscope electronique (immuno-or). 

Les Exeitiples ci-dessus demontrent I'expression de la proteine precurseur gag dans une culture de 
cellules eucaryotes et la fomiation de particules ressemblant au "pre-core" du virus de llmmunite defidtaire k 
la surface des cellules de Lepldopteres en utilisant un systeme d'expression Baculovirus. La proteine et/ou les 4S 
particules ainsl preparees et purifiees et mises en fonmulation de vaccin pour administration parenterale k des 
humains en danger d'expositton i HIV, en vue de proteger les vaccines de I'apparition de symptomes de 
maladie associee k une infectk>n par HIV. Cheque dose de vaccin comprend une quantite de proteine ou de 
particules qui est sans danger, odd qui ne cause pas d'effets secondaires significatifs mals qui est efficace 
pour llnduction d'une reponse Immunitaire. Par exemple. cheque dose comprend de 1 k 1000 fig, de 50 
preference 10 ^ 500 jig, de prot6ine precurseur gag ou de particules dans un support pharmaceutiquement 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponnee a un pH d'envlron 5 a 9, de preference de pH 6 d 8, Le 
vaccin peut egalement comprendre un adjuvant p.ex. de I'hydroxyde d'aluminium. un muramyi dipeptide ou 
une saponlne comme le Quil A. ParmI les tampons utiles, il y a les tampons derives de cations sodium ou 
ammonium et ies anions acetate, citrate, phosphate ou glutamate. Pour ajuster risotonicite ou pour stabiliser 55 
la formulation, on peut utiliser d'autres supports ou diluents pharmaceutiquement acceptables, p.ex. du 
chlonjre de sodium, du glucose, du mannitol. de I'albumine ou du polyethylene glycol Le vaccin peut etre 
lyophnise pour la commodite du stockage et de la manipulation. On tel vaccin est reconstitue avant 
administration. Altemativement. la proteine gag ou la particule peut etre fonmuiee en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaccin exemplative comprend 100 jig de particules gag adsorbees sur . 60 
hydroxyde d'aluminium dans de I'eau tamponnee e pH 7 avec de Tacetate de sodium. 

Dans une forme alternative de rinvention, la proteine ou particule gag est melanges k un ou plusleurs autres 
antigenes par co-expression dans la mdme culture cellulaire ou par co-formulation. De tels autres antigenes 
peuvent etre d'autres antigenes de HIV, p.ex. des antigenes derives de la proteine d'envetoppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent etre des antigenes derives d'un ou plusleurs autres organismes. cellules ou virus 65 
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pathogenes. comme I'antigdne de surface de rh6patite B, pour conferer une protection centre le virus de 
rh6patite B ou des antigSnes d6rlv6s de la glycoprotfeine du virus de THerpes pour conf6rer une protection 
contra te wrus de PHerpes. 

De pr6f6rence. le vaccin est adm!nlstr6 par voie parent6rale. p.ex. intramusculaire (Im) ou souscutanee (sc) 
bien que d'autres voies d'adminlstration puissent dtre utiles pour 6llciter une r6ponse protective. Le vaccin est 
adminlstr6 en dose unique ou doses multiples, p.ex. 244. Uimmunoprotection peut 6tre constat6e en testant 
les taux d'antlcorps s6riques anti-gag. Ensulte. ies vaccinas peuvent etre vaccin6s suhmnt la n6cessit6, p.ex 
annueliement. ^ 

Comme r6actif de diagnostic, la prot^lne ou les partlcules gag peuvent §tre utills6es dans tout test de 
diagnostic standard, comme un EUSA ou RIA. pour d6tecter la presence d'anticorps anti-HIV dans des 
6chamillons cHnlques. Un tel diagnostic peut §tre utilis6 conjolntement avec d'autres antlg^nes de HIV pour 
contraier la progression de la maladle. L'utilisatlon de la prot6lne ou particule gag comme agent de diagnostic 
Imp^lquera g6n6ralement la mise en contact d'un 6chantillon de s6mm humain ou d'un animal ou d'un autre 
fluide du corps avec la prot6lne ou la particule. de pr6f6rence li6e ou autrement fix6e ou englobfee et ensulte le 
test de fixation d'anticorps anti-gag du s6rum ou autre 6chantlllon contre la prot61ne ou les partlcules gag. Un 
tel test peut etre r6alis6 par techniques standard, y comprls en quantifiant la fixation d'anticorps anti-gag 
marqu6s subs6quemment ajout6s. 

U description et les examples ci^iessus decrivent compldtement I'invention et ses formes pr6fer6es de 
realisation. L'invention n'est cependant pas Iimit6e aux formes de realisation specifiquement d^crites ici mals 
20 plutot. comme toutes ses ameliorations, variations et modifications qui tombent dans la port6e des 
revendications qui suivent. 

Exemple 5. Construction et Expression d'un Gine Pr55 gag mut6 
Afin d'examiner le role potentiel de la N-myristylation dans I'assemblage et la fomiation de particules GAG 

^ extracellulaires. on a construit un mutant presentant une d6l6tion du codon glycine {position 2). Dans ce but, 
on a substitue un linker oligonucI6otidique syn3 synthetlque au fragment BamHI-aal dans pRm2982 (voir 
Exemple 1). Syn3 encode les acides amines N-tenmlnaux d'origine de la prot6lne GAG sauf en ce qui conceme 
le second codon glycine qui est supprim6. Cette cassette d'expression du mutant Pr55«Pa a 6t6 sous-clon6e 
au site BamHI du vecteur d'expression baculo pAcYMI et on a obtenu des plaques recombinantes qui ont 6te 

30 seiectldnn6es essentiellement comme decrit dans TExemple 1. Le vims recombinant AcGag 31-18 qui 
contient fa mutation {d6l6tlon du codon glycine) du gene gag a 6t6 utilise pour Infecter des cellules S f U 
proteine prScurseur GAG a §t6 synthetlsee de maniere efficace (test EUSA). Un marquage metabolique avec 
de raclde 3H-myr!stique. essentiellement comme d6crit dans TExempIe 2 n'a r6veie aucune incorporation, ce 
qui conflmie que la suppression de la glycine N-tenninale est suffisante pour abroger la myristyiation de la 

35 proteine pr6curseur GAG. L'analyse des extraits cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montre une 
bande predominante de 55 kd et des prodults de degradatton de polds moleculaires Inf6rieurs. Les espdces 
proteiques revelees par Western blot sont les memes que dans le cas de la proteine Pr559=3 de type sauvage 
expiimee dans les cellules S.l Cependant. jusqu'au jour 2 post-infection, la proteine mutee (deletion de la 
glycine) n'a pu etre detectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par ultracentrifugatlon. 

40 contrairement A ce qui avait ete observe avec Pr558^ myristyl6e. U proteine PrSSa^a mutee a done ete 
detectee seulement dans les cellules infectees. Le processus de myristyiation semble done requis pour la 
liberation extracellulaire du produit PrSS^^. U microscopie electronique par balayage a reveie que la surface 
de la cellule etait assez lisse et ne monti^it pas de particules. U microscopie eiecto-onique par transmission, 
sur coupes minces immunodecorees des cellules infectees avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) 

45 (24. 48 et 66 heures p.i.) a reveie que la proteine GAG nonmyristyl6e etalt exprimee de maniire effteace, qu'elle 
se dispersait dans le cytoplasme et darts !e noyau. Des particules intraceHuiatrBS ou structures particutaires 
morphologlquement differentes des particules extracellulaires obtenues avec le recombinant gag myristyie 
(AcGagT) ont ete observees. Elles montrent une double structure annulaire opaque aux electrons et ne 
contiennent pas de double couche Hpidlque derivSe de la membrane cellulalre. A la membrane cellulaire on n"a 

50 pas obsen^e de proteine GAG et oh n'a observe aucune structure bourgeonnante. 

Ces resultats demontrent que la myristyiation des pr6curseurs GAG semble requlse pour leur localisation a 
la membrane plasmatique. pour le bourgeonnement et pour la liberation de particules extracellulaires. La 
myristyiation ne paralt cependant pas requlse pour Passemblage multimerique en particules PrSS^^a. 
Laccumulation de PrSS** non-myristyle dans le noyau (et les nucieoles) est un phenomdne assez surprenant, 

55 Dans plusieurs prot§ines on a Identifie des sequences signal speclfiques (signaux karyophiliques). Dans la 
sequence des acides amines GAG on a ti-ouv6 deux sequences putatives de ce genre. Une sequence 
karyophilique (ceHe qui est la plus N-tenninale) est fortement conservee entre HIV-1, HIV-2 et SIV. Ces 
sequences pourralent §tre des signaux karyophiliques fonctionnels ou accessibles seulement en absence 
d'adde myristique. 

60 La migration nucieaire des produits GAG non-myristyles poun-ait jouer un rdle dans la morphogenese. p.ex. 
pour rencapsidation de I'ARN genomique. Une fonction dans rinfection naturelle par HIV est egalement 
envisageable. II faudralt pour cela que les virions infectieux contiennent au moins une molecule GAG non 
myristiiee. I! se poun^rt 6galement que lorsque le virion infecte une cellule, et qu'll ait 6te deban^se de son 
manteau. II y ait demyristylation et transport vers le noyau de complexes GAG-RNA/DNA (pour formation du 

65 provirus Integra dans les chromosomes). 
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Exemple 6. Construction et expression d'une prot6ine pr6curseur PrSS^ tronqu6e 
Pour examiner le rdle de p16 (Oterminus) de la prot6lne pr6curseur GAG et HIV on construit un gene 

tronqu6 qui encode seulement la partie preourseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHI-CM de GAG de pRm3003 a 6t6 purtfid et U k la sequence oligonucldotidique 5 

synth^tique 

5* GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3' 

3. ^rj,^ ^ ^, 

Le fragment resultant a et6 purifi§ sur gel et clone au site BamHI de pAcYMI. Cette s6quence linker contient 
racide amln6 C-terminal de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et al.) et deux acldes amines suppI6mentaires (valine 
et serine). Le plasmlde recombinant pAc Cfr I (p17-p24) a 6t6 utilis6 pour co-transfecter des cellules S.f. avec IS 
de TADN wt de AcMNPV, essentlellement comme d6crit plus haut (voir Exemple 1). Les plaques 
recomblnantes ont 6t6 cribl6es comme d6crit dans I'Exemple 1. 

Un virus Ac Ctrl recombinant a 6te utilisd pour Infecter des cellules S.f. Un polypeptide GAG tronqu6 a 6t6 
detects au polds moleculaire attendu de 41 Kd : il r^issalt (Western blot) avec les monoclonaux pi 7 et 24. Le 
produit p17'-24 6tait, de mani^re pr^dominante, exprimS k I'int^rieur des cellules mals on a pu d6tecter une 20 
petite quantity de produit p17-24 extracelluiajre lors de I'analyse du milieu conditlonn6. Une pr6clpltatlon au 
PEG et une ultracentrifugatlon du milieu de culture des cellules infectdes par AcCfrl n*a pas permis de 
d6tecter de protSine p17-24. L'analyse au microscope Slectronique n'a montrd aucune Evidence de 
bourgeonnement ou de particules GAG extracellulaires. De grandes protuberances de 1-4 \ur\ de longueur en 
forme de structures tut>ulalres connect^es longitudlnalement k la surface de la membrane cellulaire ont pu 25 
6tre d6tect6es au d6but de I'infectlon. Un marquage immuno-or a montre que la prot6tne GAG (p17-24) 
tronquSe 6talt localis6e k la membrane cellulaire et k la pdriph^rie de ces extensions tubulaires mais on n*a pas 
pu detector de structures "annulaires" opaques aux Electrons, typiques de la particule Pr559*o. Ces resultats 
suggerent qu'au moins une partie du polypeptide pi 6 est n6cessaire pour Tassemblage correct de la particule. 

Le motff "2n finger(?) " est peut-etre essentiel pour I'assemblage correct de molecules Pr55s^ en particules 30 
bourgeonnantes. Un mutant de ia cassette Cfrl (p17-p24 non myrystyle) comportant une d6l6tion du codon 
glycine (position 2) a 6t6 construit en echangeant le fragment EcoRV-PstI de 669 pb de la cassette codant 
pour Pr55«*o non-myristyie (de pAcGag 31-38) avec le long fragment EcoRV-PstI de ± 9400 pb de pAc Cfrl. 

La protSine p17p24 non myristylee est efficacement produite mais ne donne pas lieu k la formation de 
protuberances membranalres. L'immunod6coration des coupes de cellules montre qu'elle est diss6min6e k 35 
rinterieur de celles-d. 

Exemple 7. Construction et expression d*un g6ne gagpol et maturation des polypeptides produits 

Pour exprimer les produits GAG-POL. on a introduit la plus grande partie (± 80 0/0} du gSne pol dans le 
vecteur de transfert de baculovirus portent la cassette d'expression de PrSS^ (pRIT13(X)3). Le fragment 40 
d'ADN portant le gSne pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-EcoRI (4681). Un 
fragment d*ADN synthetique (poiy-stop) 

5« AAT TCC TAA OTA ACT AAG 3* 

45 

3'GGA TTG AT TGA TTC CTA G 5* 

a ete ajoute au site EcoRI. 

Le plasmide de transfert de baculovirus resultant, LE-&4, a 6t6 employ^ dans une experience de 
cotransfection pour gSnSrer des plaques recomblnantes, essentlellement comme decrit dans TExemple 1. 50 

Avec cette construction recombinante, on s'attend k la production de pr55^ aussi bien que du produit 
GAG-POL resultant du changement de phase de lecture HIV specifique, lesquels seront ensuite matures par la 
protease (voir Kramer et al., 1985). 

Dans le milieu de culture des cellules S.f. Infectees par un tel virus recombinant vAcGag8-5 on n*a detecte 
aucun produit gag ou gag-pol lorsque le milieu conditionne a ete analyse par Western blot ou apres 55 
precipitation au PEG. 

Cependant, les extraits cellulaires montraient une forte bande double k 24 Kd et une bande a 17 Kd qui 
reaglssait avec des anticorps monoclonaux de p24 et p17 (Western blot). De tres petites quantltes de ia bande 
de precurseur Pr65°^° et des bandes intermediaires de 41 kd (46 kd) ont egaiement pu §tre detectees 
(Westem blot). Ceci indlque que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que le 60 
changement de phase de traduction HIV-specifique est fonctionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des intermediaires (41 kd. 46-49 kd. 55 kd) ont ete detectes. Le grand precurseur GAG-POL n*a pa$ 
ete detecte avec nos anticorps p55 ou p17, p24 (II est probablement tres peu abondant). 

La microscopie eiectronique a montre, a de rares occastons, quelques particules bourgeonnant au niveau 
de la membrane cellulaire. Ces particules paraissaient §tre morphologiquement simliaires aux particules 65 
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PrSSs^ d6crftes plus haut. Des experiences de co-infection avec des vims recombinants portant 
respectivement les g6nes gag et gag-pol n'ont pas amen6 la detection de particules ii structure de noyau 
(p24) plus condens^e. typique de la particule r6trovlrale (de HIV) mature. 

Exemple 8. Construction et expression du g6ne de PrST^gag de SIV dans les cellules S.f. 

Le gene gag du virus de rimmuntt6 d6ficitaire de singe (Sh/) a 6t6 sous-clon6 de SIVmaD-BK28 (re<?u de J 
Mullins). Un fragment Kpnl de 3504 pb du gfenome de pBK28 (nucleotides 1212 k 4718) a 6te sous-clon6 dans 
pUC8. Deux fragments internes du gdne gag, le fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3* PstI 
(1959) «HphI (2803) ont ete purifies et les linkers ollgonucieotldiques linker 1 

GAT CC ACC ATG GGC et linker 3 

G TGG TAG CCG 

TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC 
AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC 

ont ete lies a des fragments gag adequals pour reconstltuer I'entierete du gSne precurseur gag. Dans une 

experimentation s6paree, un linker 

2 GATCC ACC ATG GCC 
G TGG TAG CGG 

a ete utilise pour introduire une mutation dans le second codon GGC (Gly) GCC (Ala). Les differentes 
constructions ont ete clon6es dans des vecteurs et verifiees par sequengage. U fragment 5' terminal 
(BamHI-Psti) et le fragment 3' (Pstl-Bgill) ont ete isoies et clon6s dans (e vecteur de transfert de baculovirus 
PACYMI digere avec BamHI et tralte a la pliosphatase alcaline. Le plasmide pAC gag Myr^ contlent le gene de 
gag SIV natif et le pAC gag Myr contient le gdne mute (Gly-* Ala). Des cellules S.f; ont ete transfectees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 jig) et des plasmides de transfert recombinants respectifs (50 ng). 
essenfiellement comme decrit dans I'Exemple 1 . Les plaques recomblnantes ont ete cribl6es et seiectionnees 
comme decrit dans TExemple 1. 

Le polypeptide pr6curseur gag Pr578«a de SIV a ete synfh6tls6 avec suoces dans des cellules d'insecte 
infectees (observe par Westenn blot) en utilisant de rantls6rum de lapin centre SIV (virus SIV-BK28 purifie avec 
un gradient de m6trizamlde) ou un monoclonal dirige contre I'extremlte COOH du polypeptide p24 de HIV. 
lequel s'avere egalement reconn^e la proteine de core de SIV). 

Dans une seconde experience, il a ete demontre que la proteine Pr 55^ de SIV produite dans des cellules 
S.f. etalt efficacement myristy/ee, par analyse sur SDS-PAGE et par radioautographie. Par contre, dans le cas 
de ta proteine mutee (glycine alanine), aucune myristylation n'a pu etre detectee. 

Comme dans le cas de la proteine PrSSs^s de HIV. on a egalement observe la formation et la liberation de 
particules dans le milieu conditionne lors de I'analyse des cultures Infectees (par ultracentrifugation, gradient 
de saccharose et microscopie (TEM et SEM)]. On a observe des particules gag Pr57^ de SIV slmflaires a 
celles obtenues par Texpression de Pr559*9 de HIV dans des cellules S.f. Les particules gag extracellulaire 
torment des structures qui crolssent au niveau de la membrane cellulaire. qui s'assemblent en 
bourgeonnements typiques, qui ressemblent fortement aux particules bourgeonnantes du virus non mature. 
Les particules PrST^ de SIV comme les particules Pr65s=9 de HIV avaient environ 100-120 nm de diametre et 
montraient un centre transparent aux electrons entoure d'un anneau fonce et epais et une double couche 
lipidlque exterleure. Des experimentations r6alisees avec le mutant (Gly Ala) non myristyie de SIV ont 
confirme les observations faites avec le mutant Pr559*9 non myristyie de HIV. k savoir que la N-myrlstylatlon est 
essentielle pour le bourgeonnement et la formation de particules extracellulaires. La difference antra la 
proteine precurseur GAG de HIV et de SIV est que cette darniere forme egalement des particules 
Intracellulaires et une structure particuiaire lors de Pexprasslon de la proteine GAG myristylee. Ceci peut etre 
explique comme suit : le taux d'expresslon est environ 3 fols plus eieve que le taux d'expression de gag de HIV 
et il se peut que toutes les molecules PrST^ de SIV ne solent pas myristyiees. On a pu d6celer egalement plus 
de produits de degradation, specialement une bande proteinlque p27 myristyiee. 

11 est possible que las structures cellulaires d'envlron 40 nm de diametre et parfbls Jusqu'A 1 \un de 
long - qui sont observees & un stade avance ces Infections - solent composees au moins en partie de ces 
produits de d6gradatton de gag. Ceci pounralt ressembler a l*assemblage du noyau (?) de p24 en structures 
tubulaires observees dans da rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egalement observe (C. 
Debouck. comm. personn.) des structures tubulaires contenant la proteine p24 lorsque la proteine de noyau 
p24 de HIV-1 est exprimee dans E. coli. Une partie des particules intracellulaires observees avec le 
recombinant du precurseur de gag de SIV natif prend forme pres de la membrane cellulaire oCi elies paraissent 
se differender en particules ressemblant au virus et bourgeonnant comme decrit plus haut. Ce processus 
rappelte la maturation virale de retrovirus du type D qui Implique des particules Intracellulaires interm6diaires 
de type A. 
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Revendlcations 

1. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entleret^ de la 5 
prot6ine pr6curseur gag du virus de I'Immunite d^ficltalre et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se pr6sentant naturellement en 5' et en 3*. Wke de mani6re op6ratoire & un 6l§ment de 
regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 

2. Motecule d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelle Tdlement de regulation est un 
§l6ment qui fonctionne dans les cellules de levure. d'insecte ou de mammifere et la prot§lne precurseur 10 
gag est la prot6ine precurseur gag de HIV. 

3. Molecule d*ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle r6l6ment de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de L6pidopteres. 

4. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle I'^iement de regulation comprend te 
promoteur du gSne de polyhedrine. 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule dlnsecte infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 

7. Cellule d*insecte de la revendication 6 qui est une cellule de L^pidoptere. 

8. Cellule d'Insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodopterafruglperda . 

a Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle r6l6ment de regulation est un 20 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transfomide avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. 

1 2. Virus de ia vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 25 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

14. Cellule de mammifere infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 1 2, 

15. Cellule de mammifere de ia revendication 13 qui est choisie dans le groupe comprenant les cellules 
CHO, les cellules COS-7. les cellules NIH-3T3. les cellules CV1 , les cellules de myeiome de la souris et du 

rat. les cellules HAK, les cellules Vero, les cellules Hela. les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 30 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

17. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle r6l6ment de regulation comprend 

le promoteur CUP1 . TDH3, PGK, ADH, PH05 ou ARG3. 35 

18. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepldoptdres et la formation 
d'une particule qui est immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du \^rus 

de I'immunite deflcitaire, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entiirete ou 40 
une portion de ia proteine precurseur gag du virus de I'immunite deficitaire ou pour une proteine hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag de i'immunite deficitaire, liee de maniere 
operatoire k un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de l^pidopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expression et la formation d'une 
particule constituee de maniere preponderante de proteines precurseur gag de HIV, laquelle proteina 45 
code pour i'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de i'immunite dettcttaire liee de maniere operatoire a une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepldopteres. 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 50 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctions de HIV. 

24. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, 21. 22 ou 23 dans laquelle l'6iement de 
regulation comprend le promoteur du gene de la polyhedrine. 

25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicaiton 24. 55 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodopterafrugiperda Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 13 ou 18. 

31 . Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 27. 60 

32. Particule formee de proteines precurseur gag isoiees d'un milieu condftionne au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Particule formee de proteine precurseur gag produite par ia culture de cellules de la revendication 
27. 

34. Particule immunogene formee de proteines precurseur gag produite par des cellules d'eucaryotes 6iff 
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recombinantes. laquelle particule est immunologiquement stmilaire aux particules gag du vims de 
i'immuntt6 dSficitaire authentique. 

35. Particule Immunogene de la revendication 34 qui comprend de maniere predominante les protSines 
precurseur gag de HIV qui sont reconnuee par des anticorps anti-p16. antl-p24 et anti-p17 at qui est 

, 5 d6poujvue des fonctions viraies requises pour la maturation et ta r6piication du virus. 

36. Vaocin comprenant la prot6Ine precurseur gag produite par des cellules d'encaryote recombinantes. 

37. Vaocin comprenant des particules formees de prot^ines precurseur gag produltes par des cellules 
d'eucaryote recombinantes. 

38. Methode pour recueiilir des donnSes utiles dans le diagnostic de Texpositton d*un animal & un virus 
10 de I'tmrnunite d§ficitalre acquise qui comprend la mise en contact d'un 6chantillon de s^rum ou d'un autre 

flulde corporel de I'anlmal avec une prot6lne precurseur gag de la revendication 29, 30, 31 ou 32. 

39. Methode pour recueiilir des donnSes utiles dans le diagnostic de I'exposition d'un animai d un virus 
de rimmunite deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un 6chantillon de s6rum ou d'autre 
fluide corporel de I'animal avec la particule immunogSne de la revendication 34 ou 35. 

75 40. Proteine pr6curseur gag sulvant I'une quelconque des revendications 29. 30. 31 et 32 pour une 

utilisation comme agent vaccinal. 

41. proteine pr§curseur gag suivant Tune quelconque des revendications 29. 30, 31 et 32 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour contdrer & des humains une protection contre une infection par 
HIV. 

20 42. Proteine precurseur gag sulvant I'une quelconque des revendications 29, 30, 31 et 32 pour une 

utilisation dans la fabrication d'un vaocin pour conferer k des humains une protection contre une infection 
par HIV. 

43. Particule immunogene de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

44. Particule immunogene de ia revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
25 conferer ^ des Iiumains une protection contre une infection par HIV. 

45. Particule immunogene de ia revendication 34 ou 35 pour une utilisation dans la fabrication d'un 
vaccin pour conferer i des humains une protection contre une infection par HIV. 

Revendications pour les Etats contractants suivants: ES, GR 

30 

1. tviolecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 

proteine precurseur gag du virus de i'immunite deficitaire et qui est depourvue des sequences 

flanquantes se presentant naturellement en 5' et en 3', liee de maniere operatoire ^ un element de 

regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 
^ 2. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelle I'eiement de regulation est un 

element qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur 

gag est la proteine precurseur gag de HIV. 
3. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle reiement de regulation est un 

element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 
40 4. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle reiement de regulation comprend le 

promoteur du gdne de polyhedrine. 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte infect6e par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 
7..CeiIule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Lepidoptdre. 

45 8. Cellule d'insecte de ia revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda . 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle i'eiement de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de ia revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de ia revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
50 region qui fonctionne dans des cellules de mammifdre. 

12. Virus de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

14. Cellule de mammifdre infectee avec ie virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammifere de la revendication 13 qui est choisie dans le groupe comprenant les cellules . 
55 CHO. les cellules COS-7. les cellules NIH^T3, les cellules CV1 . les cellules de myeiome de la souris et du 

rat. les cellules HAK, les ceOules Vero. les cellules Hela. les cellules WI38, tes celiuies PRC-5 et les cellules 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une ievure. 

60 17. Molecule d*ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle reiement de regulation comprend 

le promoteur CUP1 . TDH3, PGK. ADH, PH05 ou ARG3. 

18. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
65 d'une particule qui est immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 
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do rimmunitd d6ficrtaire, laquelle molecule comprend une s§quence d*ADN qui code pour rentl6ret6 ou 
une portion de la prot6Ine pr6curseur gag du virus de I'Immunite d^ficftalre ou pour une prot6inQ hybride 
ayant rentl6ret6 ou une portion d'une prot61ne pr6curseur gag de rimmunltd d6ficitaire. Ii6e de manifere 
op6ratoire d un 6l6ment de regulation qui fonctlonne dans des cellules de L6pldopteres. 

21 . Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20. pour {'expression et la formation d'une particule 
constitute de mani6re pr6pond6rante de proteines pr§curseur gag de HIV. laquelle protfeine code pour 
renti6ret6 de la prot6ine pr6curseur gag de HIV et d6pourvue d'autres fonctlons de HIV. 

22. Mol6cule d*ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une prot6lne pr6curseur gag 
du virus da I'Immunite ddficltaire li§e de manldra cp6ratoire k une region de regulation qui fonctlonne 
dans les cellules de L^pidoptdres. 

23. Molecule d*ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
rentiSrete de la protdlne pr6curseur gag de HIV est d6pourvue d'autres fonctlons de HIV. 

24. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, 21. 22 ou 23 dans laquelle r6l6ment de 
regulation comprend le promoteur du gdne de la polyhedrine. 

25. Baculovirus recombinant comprenant la mol6cule d*ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 

26. Baculovinjs recombinant comprenant la molecule d*ADN recombinant de la revendication 24. 

27. Cellule de Lepldoptere Infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera fruglperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Methode pour preparer un vacdn pour proteger un humain centre une maladie caus6e par une 
Infection par HIV qui comprend la culture de cellules eucaryotes recombinantes qui ont 6t6 transform6es 
avec une molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 
proteine pr6curseur gag de HIV et qui est depourvue des sequences flanquantes 5' et 3' qui se 
presentent naturellement, liees de manidre operatoire a un ei6ment de regulation qui fonctionne dans les 
cellules eucaryotes; I'lsolement des particules de proteine precurseur gag ainsi produites et rassociation 
des particules de proteine precurseur gag isol6es e un support pharmaceutiquement acceptable. 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de Tune quelconque des revendlcations 6, 
13 ou 1 8 pour une utilisation comma agent vaccinal, 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 ou 18 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a des humains une protection contra une Infection oar 
HIV. ^ 

32. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6. 13 c^u 18, pour une 
utilisation dans la fabrication d'un vacdn pour conferer a des humains une protection centre une infection 
par HIV. 

33. Particules gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particule est Immunologlquement simllaire aux particules gag du 
virus de I'Immunite deticitaire acqulse authentlques pour une utilisation comme agent vaccinal. 

34. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes. laquelle pKEuticule est immunologtquement similaire aux particules gag du 
virus de I'Immunite deticitaire acquise authentlques pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
conferer a des humains une protection centre une infection par HIV. 

35. Particule gag Immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recombinantes. laquelle particule est immunologlquement similaire aux particules gag du virus de 
rimmunite deticitaire acquise authentlques pour une utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour 
conferer & des humains une protection centre une infection par HIV. 

36. Precede pour preparer une molecule d'ADN recombinant pour exprimer une proteine gag du virus de 
rimmunite deticitaire acquise qui comprend ia ligation d'une sequence d'ADN qui code pour Tentierete de 
la proteine precurseur gag du virus de I'Immunite deficitaire acquise et qui est depourvue des sequences 
flanquantes en 6' et en 3' qui se presentent naturellement, a un element de regulation qui fonctionne dans 
des cellules eucaryotes. 

37. Precede de la revendication 36 dans lequei reiement de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans une levure, des cellules d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur gag est la 
proteine pr6curseur de HIV. 

38. Precede de la revendication 37 dans lequel I'eiement de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

39. Precede de la revendication 38 dans lequel reiement de regulation comprend le promoteur du gene 
de polyhedrine. 
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